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論 文 内 容 要 旨
1.は じめ に(Chaptersland2)
トウモ ロコシ(ZeamaysL.)の 培養細胞 とそ の再分化植物 において染色体 の数的変
異 と構造 的変異がお こり、染色体構造的変異 の頻度が 、数的変異の頻度 よ り多 い こと
が報告 されて いる。 トウモ ロコシの再分化植物 のR1,R2世 代では減数分裂 前期 の染
色体構造 異常は、染色体 切断が重要な原 因だとされ、その切断は、特 にヘテ ロクロマ
チ ンのDNAに お こると考 え られて いる。幾人か の研究者 によって染色体構造 変異 と
トランス ポ ゾ ン発 現 に関す る一つ の仮 説が報 告 され て いる(LEEandPHILLIPS,
1988;PHILLIPSeta1.,1988;1990)。 そ の仮説で は、細胞分裂 の際 に、ヘ テ ロク ロ
マ チ ンこぶ(heterochromatic㎞ob)に あるDNAが 他 のDNA領 域 よ り複製 が遅れ 、
後期 にな って も分裂 が終 了 しな いため に、ヘテ ロクロマチ ンこぶ の部位 に染色体橋 が
生 じ、染色体橋 の切 断 と同時 にそ の部分 の染色体腕 が切断され消失 して しま うことに
よ り、ソマ ク ロー ナル変異がお こるとされ て いる。また、染色体 橋付近 に存在す る ト
ランスポ ゾンが、この染色体橋切断 のショック によ り発現 して くると考 え られ ている。
本研究 では培養細胞 レベルでギムサC一 バ ン ド法 によ り有糸分裂 の染色体 を観察 した
結 果、上記仮説 とは異な り、ヘテ ロク ロマチ ンこぶ も複製 され ること、さ らに染色体
腕 が細胞 分裂後期 になって も分離 しない ことが分 か った。ーさ らに、ヘテ ロク ロマ チ ン
こぶ量 が識別 され た品種 の トウモ ロコシの培養細 胞 を分析 した結果 、ヘテ ロクロマチ
ンこぶ量 と染色体 の構造変異率 との間に関連 性は見 られ なか った。しか し、再分化植
物 とその子 孫 には様 々な表現型 の変異 が生 じ、異 常形質や致死変 異が多 い ことが分か
った。さ らに、染色体欠失がお こっている とも考 え られ る。その詳細 につ いて記述す
る。
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2.培 養細胞 にお ける有糸分裂不安定性 の分析(Chapter3)
本章で はソマク ロー ナル変 異の原 因 を明 らかにす るため に、トウモ ロコ シ培養細胞
を材 料 に用 いて有 糸分裂不安 定性 を調べ、分裂後期 の染色体 の動向 につ いて分 析 した。
培養方 法 につ いてはGREENら の方法 を参照 し、ヘテ ロクロマチ ン こぶ量 が識別 さ
れたDangiin品 種 のS10子 孫 とMexicoA血berKerne1品 種 のS5子 孫 を用 いて、
ヘテ ロク ロマ チ ン こぶ 量 と培養細胞 にお け る染色体異 常率 の関係 お よび染色体構 造
異常 の解析 を行 った 。
再分化全 能性 の高 いカルス の表面 に発生 した体細 胞不定胚 をサ ンプル に用 いて、フ
ォイルゲ ン反応 法 によ り分 裂後期 の染色体 を観察 した結果 、染色体 の分 離遅延及 び染
色体橋や染 色体 断片 な ど様 々な構造的変 異が認 め られ た(Figure1)。 染色体 変異 率 の
調査 を行 った結果、遺伝子 型 と相関 を もたない ことが分 かった(Table1)。 しか し、
両方 の用 いた品種 には9ヵ 月 と特 に12ヵ 月の培養 細胞 には有糸分裂 後期 にお け る染
色体異常 率が増 える ことが分か った。さ らに、ヘテ ロク ロマチ ンこぶ量が少 ない品種
(Dangiin)の 培養細胞 には一本 か二本の染色体 橋 しか見 られ なか ったが、ヘテ ロク ロ
マチ ンこぶ量が多 い品種(MexicoArnberKerne1)の 場合 は多数 の染色体 橋 と染色体
断片 が見 られた(Figure2andTable1)。 また、切断が生 じた染 色体 は、染色分体 タ
イプの切 断一融合一架橋 サイ クル に入 ることが分か った(Figure3)。
以上の結果か ら、これまで に報告 された トウモ ロコシの再分化植物 にお ける減 数分
裂前期 の染色体 構造 の異常は 、カルスか ら生 じた体 細胞不定胚 におけ る染色体分 離遅
延が一 つの原 因 と考 え られ る。さ らに、培養 期間 と染色体 の構造変異率 との間に正 の
相 関が見 られた。
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3.FISH:法 を用 いた トウモ ロコシ培養細胞 にお ける染色体 異常の分析
(Chapters4and5)
トウモ ロコ シ培養細胞 にお いて、細胞分裂後期 に染色体橋 が生 じ、染色体橋 の切 断
と同時 にそ の部分 の染色体腕が切断 され消失 し、様 々な染色体構造的変異がお こるこ
とが知 られて い る。さ らに、ギムザC一 バ ン ド法によ り有糸分裂 の染色体 を観察 した
結果 、分 裂後期 にお ける染色体 分離遅延 は、ヘテ ロクロマチ ン こぶ の部位 に、特 に、
生 じる ことが分か った。本章では、蛍光insituハ イブ リダイ ゼー ション(FISH)法 に
よ り、ヘテ ロクロマチ ンこぶ の存在す る位置が識別 されたMexicoArhberKerne1
品働S5子 孫 の繍 胚(1-2㎜)をMS参 音地(2,4-D2ppm)に 雛 し、形成 させたカ
ルス の表面 に発 生 した体細胞不定胚 をサ ンプル と して、細胞分裂 時の染色体 の分 析 を
行 な った 。FISH法 に用 いたヘテ ロクロマチ ンこぶ に180塩 基対 を1単 位 として、高
頻 度で存在す る反復配列(DennisandPeacock,1984)は ダイ レク トラベ リング法 に
よ ってPCRに よ り増 幅 して、 さ らに、染色体標本 上で分子雑種 を形成 させ た。プ ロ
ー ブDNAの 蛍光染色 は、 ビオチ ンにア ビジ ンーFITCを 反応 させて 、 ビオチ ン化一ア
ビジン抗体 によってFITCの 蛍光 シグナル を増幅 させた後、蛍光顕微鏡下でハイ ブ リ
ダイゼー シ ョンシグナル像 を高感度CCDカ メ ラを用 いて とらえた。そ の上でDAPI
で対 比染色 した染色体 と同一像 に重ね合わせ て表示 した(Figures4and5)。
そ の結果 、ヘテロクロマチ ンこぶ特異的配列 は、培養細胞 の分裂後期 にお ける染色
体分 離遅延 の部位 に存在 してい る ことが明 らか とな った。また、切 断が生 じた染色体
は、染色分体 タイ プの切断一融合 一架橋サイ クル に入 る ことによ り、様 々な染 色体構
造 的変 異が生 じる ことが観察 された。以上の結果か ら、これまでに報告 され たヘテ ロ
ク ロマチ ン こぶ の部位 に生 じる染 色体分 離遅延 にはヘ テ ロクロマチ ンこぶの特 異 的
反復配列 が重要な役割 を演 じてい ると考 え られ る。
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4.FISH:法 を用 いた トウモ ロコシ長期間保存種子 にお ける染色体異常 の分析
(Chapters4and5)
長期 間保 存 した種子 の有糸分裂 にお ける不安定 性 の解 析 にお いて、染色体 タイ プ と
染色 分 体 タ イ プ の二 つ の染 色体 異 常 が 起 こ る ことが 報 告 され て い る(MURATA,
1991)。 また、二倍体植物 の種類 によっては、染色体 構造的変異 の頻度が 、数的変異
の頻度 よ り多 い ことが証 明されて いる(SINGH:,1993)。 染色体構 造異常 の場合 、染色
体切 断が重要 な原 因 と考 え られて いる。本研究 では、そ の機構 を明 らか にす るため に、
トウモ ロ コ シの ヘ テ ロ ク ロマチ ン こぶ量 が 識 別 され て いる 品種Me)dcoArnber
Kerne1の 自殖第5世 代 の種子 を材料 に用 いて、細胞分裂時 の染色体 を解 析 した。ヘ
テ ロク ロマ チ ンこぶ の特異的反復配列 とテ ロメア特異的配列(TTrAGGG)nを 同一の
分裂後期 の染色体 上 に可視化 す るマルチカ ラー蛍光insituハ イ ブ リダイ ゼー シ ョン
(McFISH:)法 によ り、培養室 で保存 した トウモ ロコ シ種子 の根端分裂組織 をサ ンプル
に して、分 裂後期 の染色体 の動向について分析 した。McFISH法 に用 いた二 つ のDNA
プ ロー ブ はダイ レク トラベ リング法によって標識 した。テ ロメアおよび こぶ の特異的
配列 を各々、ビオチ ンとダイゴキシジェニ ンで標識 し、染色体 標本上で分子雑 種 を形
成 させ た。プロー ブDNAの 蛍光染色 はそ れぞれFITCお よび ローダ ミンで検 出 し、
蛍光顕微鏡下 でハイ ブ リダイゼー シ ョンシグナル像 を高感度CCDカ メラを用 い て
とらえた。そ の上でDAPIで 対 比染色 した染色体 と同一像 に重ね合 わせて表 示 した
(Figures4and5)o
分裂後期 の染色体 を観察 した結果 、染色体 の分離遅延及び染色体橋や 染色体 断片 な
ど様 々な構造 的変異 が認 め られた(Figures4,5and6)。 そ の機構 については 、細胞
分裂 の際にヘテ ロク ロマチン こぶ にあるDNAの 複製が遅れ 、後期 になって も分裂 が
終 了 しないため に、ヘ テ ロクロマチ ン こぶ の部位 に染色体橋が生 じ、染 色体 橋 の切 断
と同時 にそ の部分 の染 色体腕が切 断され 、消失す るために染色体構造変 異が生 じるこ
とが 明 らか とな った。また、切断が生 じた染色体 は、染色分体 タイ プの切 断一融合 一
架橋サ イクル に入 る ことが明 らか とな った(Figures7and8)。
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以上 の結果 か ら、これ まで に報 告 された トウモ ロコシ長期間保存種子 にお ける染色
体 構造 の異常 は、根端分裂 組織 における染色体分離遅延 が一つ の原 因 と考 え られ る
(Tables2and3)。FISH法 によ り解析 した結果 、ヘテ ロクロマチ ンこぶ の部位 に
生 じる染色体 分離遅延 にはヘテ ロクロマ チ ンこぶ特異 的反復配列 が重要 な役割を 演
じてい ると考 え られ る。
5.間 接蛍光抗体法 を用 いた植物細胞 におけ るDNAメ チル化 の分析
(Ehapter5)
植 物細胞 にお けるDNAメ チル化 の解析において 、そ のDNAメ チル化 が遺伝子 発
現 、DNA複 製 と修復、染色質構造 の変化 な ど種 々の細胞過程 に重要 な役割 を演 じて
いる とされて い る。細 胞 内に ある特異 的メ チ ラー ゼ の活 性 によ り、特 に、CpGか
CpNpG中 のシ トシンがメチル化 され ることが報告 されて いる。植物DNAの 場合は
4-7%の 塩基が5一 メチルデ オキ シシチジ ン(5-MeC)で ある ことが報告 され てい る。
本 章では、植物細胞 にお けるDNAメ チル化 につ いて解析す るた めに、間接 蛍光抗
体 法 によ り トウモ ロコシの長期間保存 した種子及び長 期 間培養 した細胞 を材料 に し
て、有糸分裂染色体 の調査 を行 った。保存 した トウモ ロコシお よびイネ(0㎜saだ 昭
L.)の 種子 及び3年 間培養 した トウモ ロコシの再分化 能 を持つカルス をサ ンプル に し
た。酵 素解 離/空 気乾燥(EMA)法 によ り染色体標本 を作成 した。一次抗体 に用 いた抗
5一メチルデオキ シシチ ジン抗体(抗5-MeC)を 加 えて、変性 したDNAと 反応 させ
た。ビオチ ンを含む二次抗体 のヤギ抗マウス ・イム ノグロブ リン溶液 を加 えて 、反応
させた。5一メチルデ オキシシチ ジンを蛍光色素 のFITCで 検 出 し、高感度冷却CCD
カ メラを用 いて別 々に画像情報 として取 り込 み、同一画面 上に重ね合せて記録 した。
一38一
間接 蛍光 抗体法 によ り、分裂 中期 の染色体 を観察 した結果 、反復 配列が多 い トウモ
ロコシゲ ノム にはDNAメ チル化が高頻度 に認 め られ た。また、 トウモ ロコシ染 色体
にお けるメチル化 は、ヘテ ロクロマチ ン こぶ にお いて多 く生 じてい る事 が明 らか とな
った(Figure9)。 イネ染色体 の場合 は トウモ ロコシの場合 と比較 して、5-MeCの
出現頻 度が少 なか った(Figure10)。
6.要 約(Chapter6)
トウモロコシ培養細胞とその再分化植物および長期 間保存 した種子 における有 糸
分裂不安定性に関す る、本研究の結果は次のようにまとめることができる:















d)FISH法 によ り観察 した結果、ヘテロクロマチンこぶ特異的配列は、培養細胞
および長期間保存種子の分裂後期における染色体分離遅延の部位 に存在している こ
とが明 らか とな り、染色体分離遅延にはヘテロクロマチンこぶの特異的反復配列が重
要な役割 を演:じていると考えられる。
e)間 接蛍光抗体法により、分裂中期の染色体を観察 した結果、反復配列が多い ト
ウモロコシゲノムにはDNAの メチル化が高頻度に認められた。さらに、トウモロコ
シ染色体におけるメチル化は、ヘテロクロマチンこぶにおいて多 く生 じていることが
明 らか となった。これまでに報告 された培養細胞由来の再分化植物における染色体異
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論 文 審 査 結 果 要 旨
植物 の培養細胞 とその再分化植物 において,染 色体 の数 的変異 と構造 的変異が おこることが知 られ
ている。 トウモ ロコシの再分化植物 のR1,R2世 代 では減数分裂前期 の染色体構造異常は,染 色体
切 断が重要な原 因だ とされ,そ の切断は特にヘテ ロクロマチ ンのDNAに お こると考 え られ てい る。
幾人か の研究者に よって染色体構造変異 と トランスポ ゾン発現 に関す る一つ の仮説が報告 されてい る
(LEEandPHILLIPS,1988)。 そ の 仮 説 で は,細 胞 分 裂 の 際 に,ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン こ ぶ
(heterochromaticknob)に あ るDNAが 他 のDNA領 域 よ り複製が遅れ,後;期 にな って も分 裂 が終 了
しないために,ヘ テ ロクロマチン こぶの部位に染色体橋 が生 じ,染 色体橋 の切断 と同時にその部分の
染色体腕が切断 され消失 して しま うことに よ り,ソ マク ローナル変異 がお こる とされてい る。 また,
染色体橋 付近 に存在す る トランス ポゾンが,こ の染色体橋切断 のシ ョヅクに よ り発現 して くると考 え』
られてい る。
本研究では,ま ず,培 養細胞 レベルでギ ムザC一 バ ン ド法 に よ り有 糸分 裂 の染 色体 を観 察 した結
果,上 記仮説 とは異な り,ヘ テロクロマチ ンこぶ も複製 され る こと,ま た,染 色体腕 が細胞分裂後期
にな って も分離 しない ことがわか った。 この ような結果か ら,体 細 胞分裂 異常 とヘテ ロクロマチ ンの
役割を詳細 に検討 し,以 下の ことが判 明 した。
1)こ れ までに報告 された培養細胞 お よびそ の再分化植物におけ る染色体構造の異常 は,カ ル スか ら
生 じた体細胞不定胚における有糸 分裂後期 の染色体分離遅延 が一つの原因であ り,そ れ に よって切断
が生 じた染色体が,染 色分体 タイプの切断 一融合 一架橋 サイ クルに入 ることに よ り,染 色体橋や染色
体断片 な ど様 々な構造的変 異が生 じる。
2)フ ォイル ゲン反 応やC一 バ ン ド法に よ り観察 した結果,長 期 間貯蔵 した種子 お よび培養細胞にお
け る染色体異常の誘 発機構 は類似 していた。
3)FISH法 に よ り観察 した ところ,ヘ テ ロクロマチ ンこぶ特異的配列 は,培 養細胞 お よび長期間貯蔵
種子 の分裂後 期における染色体分離遅延 の部位 に存在 してい ることが明 らか とな り,染 色体分離遅延
にはヘ テ ロクロマチ ンこぶ の特異的反復 配列が重要 な役割 を演 じている と考 えられ る。
4)間 接蛍光 抗体法 に よ り,分 裂 中期の染色体 を観察 した結果,反 復配列が多い トウモ ロコシ染色体
に はDNAの メチル化 が高頻度で認め られ,そ れが,ヘ テ ロク ロマチ ンこぶ にお いて多 く生 じていた。
以上の ように,本 論文は,培 養細胞 お よび長期間貯蔵種子におけ る染色体異常の原 因を,最:近 の細
胞学的手法 に よって 明らかに した ものであ り,審 査員一同は,本 研究者に博士(農 学)の 学位 を授与
す るに値す ると判定 した。
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